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Resumen

La tolerancia microbiana a los solventes es uno de los factores limitantes en los procesos de
produccion por via biolégica de dichos compuestos. En el presente trabajo, se evalué el
efecto de la expresion autdloga de las chaperonas codificadas por el operon groESL en la
tolerancia al 1,3-propanodiol de la cepa nativa Clostridium sp. IBUN 158B. Para esto, se
construy6 un plasmido con los genes de interés (pMTL(groESL)), el cual fue transferido por
conjugacion a IBUN 158B. Los ensayos de inhibicion realizados demostraron que la cepa
recombinante obtenida presentdé un aumento de 29,83% en la tolerancia al 1,3-propanodiol
con respecto a la cepa control, lo cual puede atribuirse a la actividad de renaturacion de las
chaperonas expresadas y a su consecuente efecto protector sobre las proteinas afectadas
por el solvente. Por otra parte, los experimentos de PCR cuantitativa con retrotranscripcion
revelaron que la expresion de los genes de interés en la cepa recombinante era 43 veces
mayor en presencia del solvente con respecto a la cepa control.

Palabras clave: Chaperonas, 1,3-propanodiol, Clostridium, RT-gPCR, Sobreexpresion,
Tolerancia a solventes.



Abstract

Microbial tolerance to solvents is one of the limiting factors in the biological production of said
compounds. In this work, the effect of the overexpression of the chaperones codified by the
groESL operon on the tolerance of the native strain Clostridium sp. IBUN 158B to 1,3-
propanediol was evaluated. To do this, a plasmid with the sequence of interest was
constructed (pMTL(groESL)) and transferred to IBUN 158B by conjugation. The inhibition
assays revealed that the recombinant strain exhibited a 29,83% increase in tolerance to 1,3-
propanediol relative to the control strain, which can be attributed to the renaturation activity of
the expressed chaperones, and the consequent protector effect that they confer to the
proteins affected by the solvent. Moreover, Quantitative Reverse Transcription PCR
experiments revealed that the expression of the genes of interest was increased 43-fold
relative to the control strain.

Keywords: Chaperones, 1,3-propanediol, Clostridium, RT-gPCR, Overexpression, Solvent
tolerance.
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Introduccion

La gran diversidad enzimatica y metabdlica que presentan las bacterias del género
Clostridium ha incentivado a diferentes investigadores a aprovechar este potencial para la
produccion de compuestos de interés industrial [1]. Dicho potencial se traduce en la
capacidad de estos microorganismos de fermentar diferentes carbohidratos para dar lugar a
acidos organicos como son el &cido butirico [2] y el &cido acético [3]; hidrogeno [4, 5]; y
solventes como el butanol [6-9] y la acetona [7-9]. Uno de los metabolitos producido por
Clostridium spp. de mayor interés industrial en los ultimos afios es el 1,3-propanodiol (1,3-
PD), un diol de cadena corta empleado en la produccién de lubricantes, alimento animal,
cosméticos, biocidas y plasticos biodegradables [10, 11]. No obstante, la produccion
biotecnoldgica a gran escala del 1,3-propanodiol se ve limitada por factores como el costo
del sustrato, bajos rendimientos, la formaciéon de subproductos y la inhibicién por sustrato
y/o producto [10-14].

Con respecto al primer factor mencionado, una de las soluciones mas llamativas la ofrece la
industria del biodiesel, cuyo crecimiento alrededor del mundo ha generado un aumento en la
oferta del subproducto obtenido de la formacion de este biocombustible, el glicerol, del cual
se producen 10 toneladas por cada 100 toneladas de biodiesel [15, 16]. Debido a esto, y al
glicerol generado por otras industrias en procesos como la produccion de jabones y de
bebidas alcohdlicas, se ha originado un exceso de este compuesto en el mercado
internacional [17], fomentandose de esta manera la busqueda de usos y aplicaciones para
este subproducto. Entre las posibilidades existentes, se encuentra su utilizacibn como
sustrato para la produccién biotecnolégica de 1,3-propanodiol, la cual a su vez puede
realizarse a partir del glicerol industrial (i.e. glicerol no purificado) por bacterias del género
Clostridium (especificamente Clostridium butyricum) con rendimientos y productividades
similares a las obtenidas con glicerol puro [14, 18, 19]. Este fenédmeno es de gran
importancia ya que no sélo disminuye los costos de produccion del solvente, sino que
también le da valor agregado al proceso de produccién del biodiesel y disminuye su precio.

En lo referente a la inhibiciéon por producto, se ha propuesto que el efecto adverso del 1,3-
propanodiol, al igual que el de otros solventes, ocurre a medida que se acumula en el medio
y consiste fundamentalmente en la alteracién de la membrana celular del microorganismo, lo
cual no sélo afecta su fluidez, y consecuentemente su habilidad de funcionar como una
barrera semipermeable frente a las moléculas encontradas en el ambiente, sino que también
inhibe la actividad de las proteinas intermembranales y destruye el gradiente de pH [20-22].
Sin embargo, pese a que diferentes investigadores han evaluado el efecto del 1,3-
propanodiol en el crecimiento y la produccién de metabolitos tanto en cepas silvestres [12-
14, 23] como cepas mutantes de Clostridium [24, 25], hasta la fecha no se conocen los
genes involucrados en los mecanismos de tolerancia al solvente, los cuales podrian ser
empleados en estrategias de mejoramiento genético con el objetivo de optimizar el proceso
de produccion.

El objetivo principal de esta tesis de maestria fue evaluar el efecto de la sobreexpresion de
los genes groES y groEL sobre la tolerancia a 1,3-propanodiol de la cepa Clostridium sp.
IBUN 158B. Para esto, se clonaron y expresaron dichos genes en Clostridium sp. IBUN
158B y se realizé una comparacion de la tolerancia al solvente presentada por la cepa
recombinante y una cepa control.



Justificacion

En los ultimos afos, la produccién de biodiesel en Colombia ha ido en aumento gracias al
interés de diferentes organizaciones nacionales de obtener fuentes alternativas de energia a
los combustibles fésiles; entre ellas el Estado, el cual mediante la ley 939 de 2004, fomenta
el uso de hiocombustibles de origen vegetal o animal para uso en motores diesel [26]. En la
actualidad, existen 9 plantas en funcionamiento para la produccion de este biocombustible
en el pais, reportdndose aproximadamente 470.000 toneladas producidas en 2015 [27]. Esta
produccién indica que estas plantas estan generando unas 49.000 toneladas de glicerol
industrial, producto que constituye una potencial fuente de ingreso para esta industria debido
a su utilidad en diferentes aplicaciones como son la produccién de alimento animal (en la
cual se utiliza como aditivo), biopolimeros, surfactantes, productos farmacéuticos y
cosmeéticos, entre otros [28]. No obstante, para muchas de estas aplicaciones es necesario
remover las impurezas derivadas del proceso de produccién del biocombustible, como
metanol, acidos grasos saturados e insaturados, metales pesados, sales, entre otros [14, 19,
28-30], lo cual aumenta los costos de las plantas de produccién y consecuentemente
aumenta el precio del biodiesel. Una de las soluciones a este problema es utilizar el glicerol
crudo como materia prima para la produccién por via biolégica de 1,3-propanodiol [10, 18,
28-30], producto cuya demanda en 2014 alcanzé los 310,5 millones de dolares, y se
proyecta que para 2021 alcance un valor de 621,2 millones de dolares [31].

La obtencién por via biolégica de este solvente a partir de glicerol se ha realizado
empleando microorganismos de los géneros Klebsiella [32-35], Lactobacillus [36-38],
Citrobacter [39, 40], Halanaerobium [41] y Clostridium [14, 18, 19, 23-25, 29, 30, 42]. Este
ultimo grupo de microorganismos ha atraido la atencion de diferentes investigadores debido
a que la enzima glicerol deshidratasa de estos microorganismos (especificamente de C.
butyricum), que participa en la reduccién del glicerol a 1,3-PD, no necesita vitamina B12
como cofactor [29, 43], lo cual disminuye el precio del proceso de fermentacién. Sin
embargo, la produccién mundial de 1,3-propanodiol en la actualidad a nivel industrial se ve
limitada por la baja rentabilidad del proceso, razén por la cual es necesario disefiar
estrategias que optimicen tanto las condiciones de la fermentacién (i.e sustratos, pH,
temperatura y tipo de fermentacién, entre otros), como las capacidades propias
microorganismo utilizado [10, 11].

Uno de los problemas que limitan la rentabilidad de la produccion de 1,3-propanodiol por via
biolégica es la inhibicibn generada por el solvente, la cual limita el crecimiento del
microorganismo durante la fermentacion, y consecuentemente disminuye los rendimientos y
productividades obtenidos al final del proceso. Entre las posibles alternativas para solucionar
este problema, se encuentra la sobreexpresion de proteinas de choque térmico, las cuales
contribuyen al replegamiento de enzimas y proteinas estructurales denaturadas, generando
asi un efecto protector frente al dafio causado por el solvente. Esta estrategia ha permitido
obtener microorganismos mas tolerantes a los efectos inhibitorios de solventes como n-
butanol [44, 45] y etanol [46]; sin embargo, hasta la fecha no hay estudios relacionados con
el 1,3-propanodiol. Dicho esto, el objetivo de este proyecto es evaluar el efecto de la
sobreexpresion de las proteinas de choque térmico del sistema groESL sobre la tolerancia
de Clostridium sp. IBUN 158B al 1,3-propanodiol.



1. Marco tedérico

1.1 Biodiesel y glicerol

El desarrollo de fuentes alternativas de energia ha sido uno de los objetivos de mayor
interés para la comunidad cientifica y diferentes sectores de la industria en los Gltimos afios
debido al agotamiento de los combustibles fésiles y al impacto negativo que tiene la
utilizacién de estos sobre el ambiente [47]. Entre las fuentes alternativas de energia mas
atractivas se encuentran los biocombustibles, los cuales ofrecen ventajas como menor
impacto ambiental, mayor seguridad energética, desarrollo agricola y, en el caso de paises
sin reservas de petroleo, la oportunidad de entrar en el mercado mundial de energia [48]. El
biodiesel, definido como monoalquil ésteres de acidos grasos derivados de aceites
vegetales o grasas animales, es obtenido a partir de distintos procedimientos, siendo el mas
comun la transesterificacion de grasas y metil- o etil- alcoholes, lo cual da lugar a metil- o
etil- ésteres y glicerol (Figura 1) [15]. El biodiesel es uno de los biocombustibles mas
prometedores debido a su alta susceptibilidad de ser biodegradado, su baja toxicidad, su
baja cantidad de compuestos azufrados y compuestos aromaticos y, a diferencia de otras
alternativas, su produccion es econdmicamente viable tanto en paises desarrollados como
en paises en via de desarrollo [15, 16].

Catalizador
CH-0O0C-R, + 3R’OH > R,-COO-R* + i:H-OH
CH,-00C-R; R1-COO-R’ CH,-OH

Glicéridos Alcohol Biodiesel Glicerol

C,I‘ H,-O0C-R, R,-COO-R’ Cin—OH

Figura 1. Reaccién de transesterificacion para produccion de biodiesel (Tomado y adaptado de [15])

El dnico subproducto generado durante la producciéon del biodiesel, el glicerol, es una
sustancia de gran interés econdmico gracias a su utiidad como solvente y agente
modificador de la viscosidad de cosméticos y productos farmacéuticos, como aditivo y
conservante en la industria de alimentos [28], y en la produccién biotecnoldgica de
compuestos organicos como &cido citrico [49, 50], &cido propidnico [51],
polihidroxialcanoatos [52, 53], y 1,3-propanodiol [10-14, 17-19, 23-25, 28-30, 33-41, 54-62].

1.2 Generalidades del 1,3-propanodiol

El 1,3-propanodiol (1,3-PD), también conocido como trimetilenglicol, es un compuesto
organico liquido a temperatura ambiente, que se caracteriza por ser incoloro, viscoso e
incombustible [10]. Este compuesto es empleado en diversas aplicaciones como la
produccion de polimeros de uso en balistica, la produccion de biocidas (ej. 2-nitro-1,3-
propanodiol), como aditivo en detergentes y cosméticos, solvente de tintas y
anticongelantes, como intermediario en la produccién de compuestos heterociclicos (e.g.
indoles), e incluso como tranquilizante [10, 11]. No obstante, la aplicacién més llamativa de
este diol de cadena corta se da en la produccion de pléasticos como poliuretanos, poliéteres y
poliésteres [63], entre los cuales se encuentra el politrimetilentereftalato (PTT). ElI PTT,
sintetizado a partir de la condensacion del 1,3-propanodiol y del acido tereftalico (Figura 2),
es un polimero aromético biodegradable cuyas propiedades como alta flexibilidad; suavidad;
baja absorciéon de agua; resistencia a manchas, al lavado (washfastness), y a la luz UV [64];
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lo hacen de especial interés en la produccion de fibras para ropa y alfombras; y en la
fabricacién de empaques y peliculas de tipo fotografico [11, 64].

VAV VA
|

1,3-propanodiol OH

Acido Tereftalico

Politrimetilentereftalato

Figura 2. Reaccion de sintesis del politrimetilentereftalato [11].

1.2.1 Produccién de 1,3-propanodiol

La produccidn por via quimica del 1,3-propanodiol, llevada a cabo por las empresas DuPont
y Shell [11], consiste en la hidratacién del aldehido acroleina y posterior hidrogenacion del 3-
hidroxipropionaldehido producido, o por la hidroformilacion y posterior hidrogenacion del
etileno [65]. Esta via ha sido relegada a favor de la produccion biotecnolégica a partir de
materias primas como el glicerol debido a problemas como la formacién de subproductos
toxicos, el precio de los catalizadores, el uso de materias primas no renovables como la
acroleina y el 6xido de etileno, la necesidad de altas presiones y temperaturas para obtener
el producto, entre otros [10]. Por otra parte, la produccién por via biotecnologia del 1,3-
propanodiol se puede realizar a temperaturas y presiones mas bajas, lo cual disminuye los
costos energéticos hasta en un 40% [64]; no hay produccién de intermediarios téxicos; y su
obtencion puede darse a partir de recursos biolégicos renovables [10, 54].

La formacion de 1,3-PD por via biolégica se da en la naturaleza Unicamente a partir de la
fermentacion del glicerol [66, 67]. La degradacion del glicerol se da por medio de dos vias
metabdlicas: una via oxidativa en la cual se produce energia en forma de ATP, potencial
reductor en forma de NADH+H, y diferentes metabolitos; y una via reductiva en la que se
regenera el NAD" y se forma 1,3-propanodiol [10, 11, 29, 58, 63]. La composicion y cantidad
de los metabolitos producidos en la ruta oxidativa varian dependiendo del microorganismo.
En el caso de Clostridium butyricum, la degradacién por via oxidativa da lugar a hidrégeno y
a compuestos organicos como acido acético, etanol, acido butirico y acido lactico (Figura 3)
[14, 18, 24, 30, 55, 56, 58]; en las fermentaciones realizadas con Clostridium pasteurianum,
se producen acido acético, butanol, &cido butirico y etanol [29, 42]; y, en el caso de
Klebsiella pneumoniae, se produce etanol, acido lactico y 2,3-butanodiol [32, 33, 35].



Via reductiva Via oxidativa
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Figura 3. Rutas de degradacién del glicerol por parte de Clostridium butyricum (Tomado y modificado
de [10])

En la via reductiva, el glicerol es transformado en 3-hidroxipropionaldehido por la accién de
la glicerol deshidratasa, el cual es posteriormente reducido a 1,3-propanodiol por la accién
de la 1,3-propanodiol deshidrogenasa, proceso en el que se consumen 2 moléculas de
NADH,. Las enzimas de este proceso pertenecientes a Clostridium butyricum fueron
caracterizadas molecularmente por Raynaud y colaboradores en 2003, cuya investigacion
reveld que los genes responsables de codificar tanto la glicerol deshidratasa (dhaB1), como
la 1,3-propanodiol deshidrogenasa (dhaT), eran transcritos en tdndem junto con el gen
dhaB2, el cual codifica una proteina activadora de la deshidratasa [43]. Por otra parte, se
encontré que existian dos genes (dhaS y dhaA) cercanos al operén dhaBl/dhaB2/dhaT que
codifican para una histidin-quinasa y un regulador de respuesta respectivamente, y que
probablemente estan involucrados en la regulacién transcripcional de dicho operén [43].

Pese a los adelantos realizados sobre la biologia del proceso de produccion de 1,3-PD, el
escalamiento a nivel industrial y el desarrollo de un proceso econémicamente viable con
Clostridium spp. se han visto limitados por diferentes problemas, como son los bajos
rendimientos y productividades de las fermentaciones, el costo y la eficiencia de los



procesos de separacion y purificacion, la inhibicion por sustrato, y la inhibicion por productos
[10, 11].

Los bajos rendimientos y productividades de 1,3-propanodiol obtenidos por via
biotecnoldgica se atribuyen principalmente a la generacion de otros metabolitos (e.g. acidos
organicos, alcoholes, hidrégeno) durante la fermentacion, los cuales desvian el flujo de
carbono y electrones de la formacion del solvente de interés [29]. Para la obtencién de
cepas con un mayor potencial de produccion de 1,3-PD, se han empleado estrategias de
modificacion genética que buscan bloquear las rutas encargadas de la produccion de dichos
metabolitos y/o aumentar la produccién del solvente por sobreexpresion de los genes
involucrados en su formacion.

El bloqueo de las rutas responsables de la produccion de metabolitos no deseados se ha
realizado empleando dos metodologias en las que se inactivan los genes de dichas rutas: la
mutagénesis al azar, que se puede realizar sin tener conocimiento previo del genoma del
microorganismo a utilizar; y la mutagénesis dirigida, la cual es mas eficaz y menos laboriosa
a la hora de obtener mutantes con el genotipo deseado [29, 68]. Entre los estudios que han
empleado mutagénesis al azar, se encuentra el realizado por Abbad-Andaloussi y
colaboradores, en el que se utilizé N-metil-N™-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) para obtener
mutantes de C. butyricum tolerantes a mayores concentraciones de glicerol y 1,3-PD. Las
mejores mutantes (2/2, 2/6 y 5/6) no solo podian crecer bajo concentraciones de 1955 mM
de glicerol y 525 mM de 1,3-propanodiol (condiciones que inhibian completamente el
crecimiento de la cepa silvestre), sino que también las concentraciones finales vy
rendimientos obtenidos eran superiores [24]. Una variacion al método tradicional de
mutagénesis al azar, conocido como genome shuffling, fue realizado para mejorar la
produccion de una cepa silvestre de Clostridium diolis DSM 15140 [69]. Esta modificacion
consiste en la generaciéon y fusion de protoplastos de células previamente mutadas que
presenten el fenotipo deseado, de manera tal que, por fendbmenos de recombinacion, se
obtenga un microorganismo con las caracteristicas de las células parentales. En el estudio
en cuestion, se lograron obtener 3 mutantes que presentaron rendimientos de 1,3-PD entre
0.61-0.64 mol/mol y productividades entre 2.09-2.82 gL™h™ en cultivos por lote alimentado
[69].

Hasta la fecha, el Unico estudio que ha empleado mutagénesis dirigida para mejorar la
produccion de 1,3-propanodiol fue realizado por Montoya en 2012, estudio en el cual se
empled el sistema de mutagénesis Clostron en Clostridium sp. IBUN 158B para inactivar los
genes responsables de la produccién de hidrogenasa (hdyA), lactato deshidrogenasa (IdhA)
y 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), de manera tal que se desviara el flujo de
electrones y carbono hacia la produccion de 1,3-PD. Ademés de esto, se generaron cepas
recombinantes con un vector de expresion que contenia los genes dhaB1, dhaB2 y dhaT de
Clostridium sp. IBUN 13A. Los mejores resultados en cultivo por lotes en términos de
rendimiento, productividad y concentracion final de 1,3-PD se obtuvieron con la cepa
silvestre con el plasmido recombinante (0.56 mol/mol; 0.8 mM/h; 57.79 mM) y con la cepa
mutante de IdhA con el plasmido recombinante (0.58 mol/mol; 0.78 mM/h; 56.21 mM) [56].

Entre los estudios dirigidos a sobreexpresar genes involucrados en la produccion de 1,3-PD,
se encuentra el de Gonzalez-Pajuelo y colaboradores, en el cual se realizo la clonacion y
sobreexpresion de los genes dhaB1, dhaB2 y dhaT (provenientes de C. butyricum VPI 3266)
en C. acetobutylicum, un microorganismo modelo dentro de este género bacteriano que
naturalmente no produce 1,3-propanodiol [70]. La cepa recombinante obtenida present6 una
capacidad superior de producciéon de 1,3-PD a partir de glicerol en comparacion a cepas no
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modificadas de otras especies de Clostridium, observandose un rendimiento de 0.65
mol/mol, una productividad de 1.70 gL™h™ y una concentracion final de 1,3-PD de 84 g/L en
cultivo por lote alimentado [55]. En 2009, Tang y colaboradores construyeron un vector de
expresion con los genes dhaB1 y dhaB2 de C. butyricum, mas el gen yghD de Escherichia
coli, el cual produce una deshidrogenasa capaz de utilizar moléculas de NADPH (ademas de
NADH) como cofactores para la reduccién del 3-hidroxipropionaldehido a 1,3-PD [57].
Posterior a la clonacion y sobreexpresion de los genes de dicho constructo en E. coli, se
obtuvo un rendimiento de 0.46 mol/mol, una productividad de 2.61 gL™h™ y un titulo final de
104.4 g/L a partir de un cultivo con glicerol como sustrato [57].

La separacion y purificacion del 1,3-propanodiol del cultivo es un obstaculo importante en la
comercializacion de este producto ya que los costos operativos de estos procesos pueden
representar hasta un 70% del costo total de produccion [71]. La dificultad en la recuperacion
del 1,3-PD se atribuye principalmente a su alto punto de ebullicion (214 °C) y a su
naturaleza hidrofilica, la cual se atribuye a la presencia de los dos grupos hidroxilo en su
estructura [10, 11]. Entre las metodologias empleadas, se encuentran la cromatografia, la
extraccion liquido-liquido, procesos de evaporacion-destilacion, filtracion por membranas y
extraccion reactiva; no obstante, todos estos métodos presentan limitaciones en términos de
consumo de energia y rendimientos obtenidos [10, 71].

Durante la produccion de 1,3-PD, la inhibicion por sustrato - especificamente por el glicerol -
se da por el estrés osmotico del compuesto sobre el microorganismo y por la toxicidad de
las impurezas que contiene el glicerol proveniente de la industria del biodiesel [10, 29], entre
las cuales se encuentran principalmente el metanol, &cidos grasos saturados e insaturados,
y sales de sodio y potasio [72]. Por otra parte, la acumulacién de los productos de la
fermentacion del glicerol, especificamente de acidos organicos y del solvente en el cultivo,
limitan el crecimiento del microorganismo, lo cual influye directamente en la concentracién
final del producto obtenida del bioproceso [12, 73].

1.3 Toxicidad de solventes organicos y mecanismos de tolerancia

La toxicidad de los solventes organicos sobre células esta relacionada con la hidrofobicidad
inherente de cada uno de estos compuestos, la cual les permite unirse a la membrana
citoplasmatica y alterar su organizacion, aumentando su permeabilidad y consecuentemente
disminuyendo su capacidad de funcionar como barrera frente al ingreso y salida de
metabolitos [74]. Otros efectos que presentan son la eliminacién del potencial electroquimico
de la membrana, la denaturacién de proteinas y degradacion de moléculas de ADN y ARN
[21]. La toxicidad de estos compuestos se puede medir con base en su respectivo
coeficiente de particién o LogP, que se define como la particién del solvente en una mezcla
equimolar de 1-octanol y agua [21]. Se considera que cuanto menor sea el valor de LogP,
mayor sera la cantidad de solvente que se une a la membrana y por lo tanto mayor sera la
toxicidad del compuesto [75]; no obstante, la tolerancia a solventes varia dependiendo de la
cepa que se esté trabajando [21, 74, 76].

La tolerancia a solventes organicos en bacterias esta dada por varios mecanismos, entre los
cuales se encuentran las bombas de eflujo, expresion de proteinas de choque térmico,
modificaciones en la composicion de la membrana, degradacion enzimatica del compuesto y
esporulaciéon [74, 76]. Las bombas de eflujo son complejos proteicos dependientes de
energia encargados del transporte de sustancias hacia el exterior de la célula, como
antibidticos, sales biliares, sustratos y solventes [77-79]. La contribucion de las bombas de
eflujo con respecto al aumento de la tolerancia ha sido demostrada para solventes como
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tolueno [80, 81], ciclohexano [82], p-xileno [78] etilbenceno [81] y propilbenceno [80, 81]. Sin
embargo, algunos estudios muestran la inefectividad de estos transportadores en mejorar la
tolerancia a alcoholes de cadena corta, entre los cuales se encuentra el estudio realizado
por Ankarloo y colaboradores, en el cual demostraron que el sistema de eflujo AcrAB/TolC
no protegia a Escherichia coli contra los efectos del etanol y el 1-propanol [83]. Por otra
parte, Dunlop y colaboradores reportaron que ninguno de los 43 sistemas de eflujo
evaluados por expresion heteréloga en E. coli mejoraron la tolerancia del microorganismo
frente al n-butanol y el isopentanol [79].

La modificacion de los lipidos que se encuentran en la membrana citoplasmatica es una de
las respuestas celulares a la presencia de solventes en el medio, la cual busca contrarrestar
los efectos de estas moléculas mediante un cambio en la fluidez y permeabilidad de dicha
membrana. En el caso de microorganismos Gram-negativos como Vibrio sp. vy
Pseudomonas putida, se ha encontrado que la presencia de solventes con diversos valores
de LogP propician un aumento en la proporcién de acidos grasos trans presentes en los
fosfolipidos, lo que produce un incremento en la densidad de la membrana y una
consecuente disminucion de su fluidez [84]. Por otra parte, Weber y de Bont determinaron
qgue, en presencia de alcoholes de cadena larga, el grado de insaturacién de los acidos
grasos de membrana disminuye en Escherichia coli, lo cual tiene un efecto similar al
mencionado anteriormente [85]. Este fenbmeno también ha sido reportado en bacterias
Gram-positivas como Clostridium acetobutylicum (en presencia de butanol) [86] y Bacillus
sp. (en presencia de tolueno) [87]. Es importante tener en cuenta que en procesos en los
gue se busque la produccién biotecnoldgica de cualquier solvente, las modificaciones que
involucren una disminucién en la permeabilidad de la membrana constituyen una potencial
barrera para la viabilidad del microorganismo debido a la acumulacién del solvente al interior
de la célula [74].

1.3.1 Proteinas de chogue térmico y su efecto en la tolerancia a solventes

Las proteinas de choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés Heat-Shock Proteins) son
chaperonas moleculares cuya importancia radica en el replegamiento de proteinas
denaturadas, la prevencién de la formacién de agregados proteicos y la translocacion de
proteinas a través de la membrana citoplasmatica [88, 89]. Entre las chaperonas mas
estudiadas en bacterias, se encuentra la proteina GroEL o HSP60. Esta proteina de 58 kDa
forma dos anillos de siete unidades, los cuales se unen para dar lugar a un complejo
oligomérico en forma de cilindro, al cual ingresa la proteina denaturada. Posterior a esto,
ocurre la asociacion de un oligomero de siete subunidades conformado por la co-
chaperonina GroES, la cual bloquea uno de los extremos del complejo GroEL. Finalmente,
se realiza el plegamiento o replegamiento del sustrato, el cual es liberado al medio por
efecto de un cambio conformacional provocado por una reaccion dependiente de ATP [89,
90]. Estas proteinas, codificadas por los genes encontrados en el operdn groESL, han sido
estudiadas en microorganismos como Escherichia coli [91], Campylobacter jejuni [92],
Bacillus subtilis [93], Clostridium acetobutylicum [94], entre otros.

La expresion de HSPs bajo condiciones de estrés asociado a la presencia de solventes ha
sido caracterizada tanto en microorganismos Gram-negativos como Gram-positivos. Zingaro
y Papoutsakis reportaron que la sobreexpresion de las chaperonas del sistema GroESL
aumentaban tanto el crecimiento como la viabilidad celular de Escherichia coli luego de
someter al microorganismo a etanol, n-butanol, 2-butanol y 1,2,4-butanotriol [46]. Estudios
transcriptomicos y protedmicos realizados con Pseudomonas putida revelaron que, bajo
condiciones de estrés por presencia de tolueno, hay un aumento en la expresion de
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chaperonas de distintas familias, entre las cuales se encuentran GroES, Tuf-1, DnaK, DnaJ
y GrpE [59, 95]. Por otra parte, Tomas y colaboradores encontraron que la sobreexpresion
autdloga del operén groESL no so6lo mejoraba la tolerancia de Clostridium acetobutylicum al
n-butanol hasta en un 85%; también permitia la obtencion de mayores concentraciones
finales del solvente [44]. Estos resultados son similares a los reportados por Desmond y
colaboradores para cepas de Lactoccocus lactis y Lactococcus paracasei [96]. En un estudio
posterior, el grupo de Tomas encontré que existia un aumento proporcional de la expresion
de los genes groES, dnak, dnaJ, hsp18 y hsp90 con respecto a la cantidad de butanol a la
gue era sometido Clostridium acetobutylicum [97].

1.4 Avances del grupo de Bioprocesos y Bioprospeccion en el estudio de cepas
nativas de Clostridium productoras de 1,3-propanodiol

La linea de microorganismos solventogénicos del grupo de Bioprocesos y Bioprospeccion ha
dedicado los ultimos 25 afios al estudio y mejoramiento de la produccion biotecnoldgica de
solventes. En los ultimos afos, el grupo se ha centrado en la obtencién de 1,3-propanodiol a
partir de fermentaciones realizadas con 13 cepas pertenecientes al género Clostridium, las
cuales fueron aisladas de suelos colombianos [98]. Un estudio posterior revel6 el potencial
enzimatico de estos aislamientos, y ademas, permitié evidenciar la relacién taxonémica de
las cepas con la especie Clostridium butyricum [99]. A partir del analisis de los rendimientos
y productividades obtenidos de fermentaciones con glicerol y de la comparacion de los
perfiles metabdlicos de los aislamientos contra cepas de referencia, se determiné que el
aislamiento mas promisorio era Clostridium sp. IBUN 158B [100], el cual fue escogido para
estudios de optimizacion del proceso fermentativo [101] y para estudios moleculares
dirigidos a la caracterizacion del operén dha [102]. En 2012, Comba y colaboradores
realizaron un andlisis del proteoma de la cepa IBUN 158B en dos puntos de la curva de
crecimiento, especificamente en el punto final de la fase de adaptacién y en el punto final de
la fase de crecimiento exponencial [103]. Los autores encontraron diferentes enzimas
involucradas en el metabolismo, entre ellas las enzimas responsables de la produccion de
1,3-PD; sin embargo, también hallaron proteinas de choque térmico o chaperonas [103], lo
cual sugiere que estas proteinas son producidas por el microorganismo durante la
producciéon de 1,3-propanodiol, el cual es un metabolito asociado al crecimiento [14, 18, 56,
101].



2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de la sobreexpresion de los genes groES y groEL sobre la tolerancia de
Clostridium sp. IBUN 158B a 1,3-propanodiol.

2.2 Objetivos Especificos
Obtener cepas recombinantes de Clostridium sp. IBUN 158B con los genes groES y groEL.

Determinar el efecto inhibitorio del 1,3-propanodiol sobre las cepas recombinantes de
Clostridium IBUN 158B.

Evaluar los patrones de expresion de los genes seleccionados en las cepas recombinantes

de Clostridium sp. IBUN 158B durante el crecimiento en presencia y ausencia de 1,3-
propanodiol.
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3. Metodologia

3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microorganismos y plasmidos empleados en este trabajo se presentan en la Tabla 1. La
cepa silvestre Clostridium sp. IBUN 158B fue mantenida en forma esporulada en viales stock
con 100 mL de medio Reinforced Clostridial Medium (RCM) (Anexo A - Tabla Al), las cepas
recombinantes fueron mantenidas a -70 °C en medio Tryptone-Glucose-Yeast extract (TGY)
estéril (Anexo A - Tabla A2) suplementado con glicerol al 20%; y las cepas de E. coli fueron
mantenidas en viales con medio Luria-Bertani (LB) (Anexo A - Tabla A4) suplementado con
glicerol al 20%, a una temperatura de -70 °C. Para la preparacion de los indculos de la cepa
silvestre de Clostridium sp., las esporas del microorganismo fueron activadas por choque
térmico, para lo cual se sometieron dichas esporas a una temperatura de 70°C por 10
minutos y posteriormente a un bafo de agua — hielo durante 10 minutos. Este procedimiento
se realiz6 luego de transferir, en condiciones de anaerobiosis, un volumen del cultivo stock
correspondiente al 10% del volumen final del in6culo a medio. Por otra parte, para la
preparacion de inéculos de las cepas recombinantes de Clostridium sp., se activaron los
cultivos conservados en glicerol mediante siembra en agar RCM, luego de lo cual se
transfiri6 una colonia del microorganismo a 10 mL de medio TGY, que fue incubado a 37°C
y 200 rpm. Finalmente, para los ensayos de inhibicion se emple6 el medio Clostridial Growth
Medium (CGM) (Tabla Anexo A - A3).

Tabla 1. Microorganismos y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepal/Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia/Origen

Clostridium sp.

IBUN158B Cepa nativa aislada de suelo de plantacion de tomate  [98]
IBUN 158B-pMTL IBUN 158B con el plasmido pMTLO0O7C-E2 Este trabajo
IBUN 158B-pMTL(groESL) IBUN 158B con el constructo pMTL(groESL) Este trabajo
E. coli

DH5a Cepa de clonacién Invitrogen, EUA
CA434 Cepa HB101 con el plasmido conjugativo R702 [104]

Plasmidos pMTL
pMTLOO7C-E2 Vector lanzadera para mutagénesis dirigida [68]
pPMTL(groESL) Vector pMTL con el operén groESL Este trabajo

3.2 Diseflo de cebadores

Se disefiaron 2 clases de cebadores o iniciadores para los experimentos realizados: (i) los
cebadores disefiados para la amplificacién del operén groESL, vy (ii) los iniciadores dirigidos
al andlisis de expresion por PCR cuantitativa con retrotranscripcion (RT-gPCR por sus siglas
en inglés Reverse Transcription — Quantitative PCR) (Tabla 2). El primer set de iniciadores
se disefid con base en la secuencia correspondiente al operén groESL de Clostridium sp.
IBUN 13A,; la cual es una cepa filogenéticamente cercana a la cepa IBUN 158B [105] y cuyo
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genoma fue secuenciado previamente por el grupo de investigacion [106]. Una vez
obtenidas las secuencias de los cebadores tentativos con el programa Primer3web v4.0.0
[107], se ahadieron 14 nucleédtidos en sus extremos 5’, dentro de los cuales se encuentran
los sitios de corte para las enzimas de restriccion Mlul (iniciador forward) y Aatll (iniciador
reverse).

Previamente al disefio del segundo set de cebadores, se seleccionaron los genes
housekeeping rpoA (Subunidad A de la ARN polimerasa) y tpi (Triosa-fosfato isomerasa)
con base en su utilidad como genes de referencia para experimentos de RT-qPCR en otros
estudios con especies de Clostridium [108, 109]. Las secuencias de los genes de interés
fueron nuevamente obtenidas a partir de los datos gendmicos de la cepa IBUN 13A, y sus
respectivos cebadores fueron disefiados con el programa Primer3web v4.0.0, empleando los
pardmetros por defecto a excepcion del tamafio maximo del amplimero esperado, cuyo valor
fue de 200 pb para todos los genes. Todas las parejas de cebadores disefiadas fueron
analizadas con la herramienta en linea Multiple Primer Analyzer de Thermo Scientific [110]
con los parametros por defecto; esto con el objetivo de determinar tanto las propiedades
relevantes para los experimentos posteriores (Tm, %GC), como su capacidad para formar
homo- y heterodimeros.

Tabla 2. Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebador Secuencia (5°-3°) Sitios de Restriccion
GroF1 TTTAACGCGTATTCGATGAGTATTGGCGATTTATTCAG Mlul
GroR1 AATAGACGTCGCACAATGCATATAAAACCTCCCTTTTT Aatll
rpoAF1 TGAGCCACTTGAAAGAGGATATG
rpoAR1 TAACAGAAGTTGGTGCCACTC
tpiF1 TGGGCTATTGGAACTGGTAAG
tpiR1 CAACTTCGCTTCCGAACATTT
qGroESF1 GGCAGAAGAAAAGACTAAGAGTGGA
qGroESR1 CATCTACAACTGCGCCTGGA

Los nucledtidos subrayados representan el sitio de corte de las respectivas enzimas de restriccion.

3.3 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN total se realizé a partir de muestras correspondientes a la fase de
crecimiento exponencial de un cultivo de Clostridium sp. IBUN 158B, siguiendo el protocolo
estandarizado en el laboratorio de Microbiologia de la linea de microorganismos
solventogénicos del IBUN (Anexo 1B). La extraccion de plasmidos de las cepas
recombinantes de E. coli y Clostridium sp. se realiz6 empleando una versiéon modificada del
protocolo de lisis alcalina descrito por Sambrook y colaboradores [111] (Anexo 2B).

3.4 Clonacion del operdon groESL en Clostridium sp. IBUN 158B

Los genes groES y groEL de Clostridium sp. IBUN 158B fueron amplificados por PCR
empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion High Fidelity (Thermo Scientific,
EUA). Las condiciones de amplificacién empleadas fueron: 1 ciclo de denaturacion inicial de
98 °C durante 5 minutos; 30 ciclos con una etapa de denaturacion a 98 °C por 30 segundos,
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una etapa de anillamiento/extension a 72 °C por 40 segundos; y un ciclo de extension final a
72 °C durante 10 minutos. El esquema de amplificacién empleado (Volumen final = 50 uL)
se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Reaccion de amplificacién del operén groESL

Componente Ci Cf Volumen
dNTPs 2,5mM 0,25 mM 5uL
GroF1 10 uM 0,5 uM 2,5uL
GroR1 10 uM 0,5 uM 2,5uL

Phusion Buffer HF 5X 1X 10 L

ADN polimerasa 2 U/uL 0,02 U/puL 0,5 L

ADN 100 ng/ pL 5 ng/ pL 5L
H>0 Milli-Q - - 24,5 L

Ci: Concentracion inicial; Cf: Concentracién final.

El amplimero obtenido fue separado por electroforesis (10 V/cm, 90 minutos) en gel de
agarosa al 0,8% p/v y purificado con el kit de purificacibn de bandas de gel GeneJet®
(Thermo Scientific, EUA), segln las instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido fue
digerido simultaneamente con las enzimas de restriccion Mlul y Aatll (Thermo Scientific,
EUA), empleando el esquema descrito en la Tabla 4 (Volumen final = 20 pL).

Tabla 4. Reaccion de digestion del operon groESL.

Componente Ci Cf Volumen
Amplimero 50 ng/pL 25 ng/pL 10 L
Miul 10 U/pL 2 U/uL 4 L
Aatll 10 U/pL 0,5 U/uL 1L
Buffer Tango 10X 1X 2 uL
H-0 Milli-Q - - 3L

Ci: Concentracion inicial; Cf: Concentracion final.

La reaccién de digestién fue incubada a 37°C durante 16 horas para garantizar la digestion
completa del amplimero. Una vez terminado el tiempo de incubacion, el ADN fue purificado
con el kit de purificacion de bandas de gel GeneJet® (Thermo Scientific, EUA). Asimismo, se
realiz6 la digestion del vector pMTLOO7C-E2 (Figura 4) con las mismas enzimas de
restriccion, y bajo las mismas condiciones anteriormente descritas. Los fragmentos
obtenidos fueron separados por electroforesis (10 V/cm, 90 minutos) en gel de agarosa al
0,8 % plv, y el fragmento de mayor tamafo (5,4 kb) fue purificado empleando el mismo kit
mencionado anteriormente.
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Figura 4. Estructura del vector pMTLOO7C-E2 [68].

Posteriormente, se realizo la ligacién del fragmento purificado del vector pMTLOO7C-E2 vy el
amplimero, para lo cual se utilizaron 3 U de ADN ligasa T4 (Thermo Scientific, EUA) por
cada 100 ng de producto (vector e inserto) y se emple6 una relaciébn molar de inserto:vector
de 7:1. Esta reaccion fue incubada a 22°C durante 1 hora en un bafio termostatado.

El constructo obtenido, denominado pMTL(groESL), fue transferido a células
guimiocompetentes de E. coli DH5a (Anexo C) mediante choque térmico. Para esto, se
transfirieron 10 yL de la reaccién de ligacion a un tubo de 1,5 mL con 100 pyL de células
guimiocompetentes de E. coli DH5a; esta suspension se mantuvo en hielo durante 30
minutos. Terminado este periodo, el tubo fue incubado durante 60 segundos en un bafio
termostatado a 42°C, para posteriormente ser incubado en hielo durante 10 minutos. Luego
de esto, se adicionaron 900 puL de medio SOC fresco (Anexo A - Tabla A5) al tubo, el cual
fue incubado a 37°C durante 2 horas, esto para permitirle a las células con el plasmido
expresar la cloranfenicol acetiltransferasa codificada por catP. Posteriormente, se realizé
una centrifugacién a 10000 rpm durante 1 minuto, y el pellet obtenido fue resuspendido en
100 uL de sobrenadante; esta suspension fue sembrada en agar LB suplementado con
cloranfenicol (20 pg/mL), el cual fue incubado durante 48 horas a 30°C. La verificacion de la
transferencia del constructo deseado fue realizada por electroforesis en gel de agarosa al
1% luego de realizar la extraccion de plasmidos de las células transformadas por el método
de lisis alcalina. Este mismo procedimiento se utilizé para transferir el constructo a células
guimiocompetentes de E. coli CA434.

Para la transferencia del vector recombinante y del pldsmido control (pMTLOO7C-E2) a
Clostridium sp. IBUN 158B, se emple6 una modificacion del protocolo de conjugacion
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descrito por Cai y colaboradores en 2011 [112]. En primer lugar, se prepararon cultivos de 5
mL de la cepa donadora (E. coli CA434) en LB y de la cepa receptora (Clostridium sp. IBUN
158B) en medio TGY, los cuales se incubaron en un shaker orbital durante 16 horas a 37°C
y 200 rpm. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se transfiri6 una alicuota de 1 mL del
cultivo de la cepa donadora a un tubo de 1,5 mL, el cual fue centrifugado a 3000 g durante 3
minutos. Luego de descartar el sobrenadante, se llevd el tubo y el cultivo de la cepa
receptora a la cAmara de anaerobiosis, donde se continu6é con el resto del procedimiento.
Acto seguido, se resuspendi6 el pellet de la cepa donadora en 1 mL de buffer PBS (Anexo A
- Tabla A6), se centrifugd dicha la suspension a 3000 g durante 3 minutos. Una vez
descartado el sobrenadante obtenido, las células fueron resuspendidas en 200 pL del cultivo
de la cepa receptora, los cuales fueron distribuidos en spots de 20 pL sobre una caja de
agar TGY. Este medio fue transferido a una jarra de anaerobiosis de 2,5 L, la cual fue
posteriormente llevada a incubar durante 8 horas a 37°C para permitir la conjugacion entre
los microorganismos. Luego de este periodo, se adicionaron 500 uL de buffer PBS a la caja
y se recuperaron las células con un asa de Drigalsky. La suspension resultante fue
transferida a agar TGY suplementado con colistina (10 pg/mL), para eliminar las células de
la cepa donadora, y tianfenicol (15 pg/mL), para seleccionar las células de transconjugantes
de Clostridium; dicho medio fue transferido a una jarra de anaerobiosis, la que fue incubada
a 37°C durante 72 horas. Las colonias obtenidas fueron sembradas nuevamente en agar
TGY suplementado con colistina y tianfenicol, y fueron incubadas a 37°C durante 48 horas;
esto con el objetivo de permitir el crecimiento exclusivo de las células transconjugantes.

3.5 Ensayos de Inhibicion

Para la determinacién del efecto inhibitorio del solvente sobre los microorganismos, se utilizé
una version modificada del protocolo descrito por Borden & Papoutsakis [113]. En primer
lugar, se prepararon medios CGM en diferentes viales, a los cuales se les adicion6 1,3-
propanodiol de manera tal que se generaran medios con concentraciones finales de 0 g/L,
20 g/L, 40 g/L, 60 g/L y 80 g/L del solvente. Estos medios fueron distribuidos en alicuotas de
9,9 mL en tubos Hungate® en condiciones de anaerobiosis, esterilizados por autoclave a
121°C durante 15 minutos, y suplementados con tianfenicol (15 ug/mL). Posteriormente, se
inocularon en cada tubo 100 pL de un cultivo en fase exponencial (DOguonm 0.6); esto se
realizo tanto para la cepa recombinante como para la cepa control (Clostridium sp. IBUN
158B con el vector sin inserto) por triplicado. Cada tubo fue incubado a 37°C durante 12
horas, periodo posterior al cual se evalu6 el crecimiento celular mediante la medicién de la
densidad 6ptica del cultivo a 600 nm. A partir de los datos obtenidos, se determiné el
porcentaje de tolerancia (%T) para cada concentracion de 1,3-propanodiol con la siguiente
formula:

T = (DOgoonm)rpom).a2h = (DOsoonm)roome ¥ 100 (1)
(DOs0onm)Ppo(0),12h = (POs0onm)Ppo(0).10

Donde T representa el porcentaje de tolerancia correspondiente a la concentracion (n) de
1,3-propanodiol; (DOsoonm)room),12n Fepresenta la densidad oOptica del cultivo suplementado
con el solvente luego del periodo de incubacion; (DOgoonm)room)0 representa la densidad
Optica del cultivo con 1,3-propanodiol antes de la incubacion; (DOsoonm)rpoo).12n FEPresenta la
densidad Optica del cultivo sin solvente luego del periodo de incubacién; y (DOsoonm)proo().to0
representa la densidad 6ptica del cultivo sin solvente previamente a la incubacion.
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Por otra parte, la tolerancia relativa de la cepa recombinante fue calculada con base en el
area bajo la curva del porcentaje de tolerancia de cada microorganismo de la siguiente
manera:

TR = (Areal)ﬂ— (Areal).control *100 (2)
(AreaT)controI

Donde TR representa el porcentaje de tolerancia relativa; (Arear).. representa el area bajo
la curva del porcentaje de tolerancia de la cepa IBUN 158B-pMTL(groESL); (Arear)control
representa el area bajo la curva del porcentaje de tolerancia de la cepa IBUN 158B-pMTL.

3.6 Cuantificacién relativa de la expresion de groESL

Previamente al andlisis de expresion diferencial de los genes de interés, se evalué la validez
de los genes housekeeping previamente seleccionados como genes de referencia para los
ensayos de cuantificacion relativa de este estudio, y se realiz6 un analisis de la eficiencia de
las reacciones con los cebadores de los genes de interés. Por otra parte, en todos los
experimentos realizados se evalué la especificidad de la reaccion por medio de curvas de
disociacion.

Para el procedimiento de validacién, se analiz6 la expresion de los genes de referencia en la
cepa IBUN 158B-pMTL y en la cepa IBUN 158B-pMTL(groESL) en presencia del solvente.
Para esto, se prepararon cultivos de cada microorganismo en medio CGM suplementado
con tianfenicol (15 pg/mL) y 1,3-propanodiol (40 g/L), los cuales fueron incubados durante
12 horas a 37°C. Posteriormente, se realizd la extraccion de ARN total de cada cultivo
empleando el protocolo estandarizado en el laboratorio de microbiologia del grupo de
microorganismos solventogénicos del IBUN (Anexo 2). EI ARN obtenido fue utilizado para
obtener ADN complementario (ADNc) mediante el kit First-Strand cDNA Synthesis
(Fermentas, EUA), el cual a su vez fue cuantificado por PCR cuantitativa (qQPCR) en el
equipo LightCycler® 480 mediante la metodologia de deteccion SYBR Green | (Roche,
EUA).

El programa empleado para la amplificacion y la obtencidn de las curvas de disociacién fue:
1 ciclo de preincubacién a 95 °C durante 10 minutos; 45 ciclos de amplificacién con una
etapa de denaturaciéon a 95°C por 15 segundos, una etapa de anillamiento a 60°C durante
20 segundos, y una etapa de extension a 72°C por 10 segundos; 1 ciclo de disociacién con
una etapa de denaturacion a 95°C por 5 segundos, una etapa de enfriamiento a 65 °C
durante 1 minuto; y una etapa de denaturacion continua a 97°C con medicion de
fluorescencia cada 5°C. El esquema empleado para las reacciones se presenta en la Tabla
5 (Volumen final = 10 pL). Cada una de las reacciones de gPCR fue realizada por triplicado.
Los resultados correspondientes a 3 réplicas biologicas fueron analizados con la
herramienta BestKeeper v1.0 [114].

Por otra parte, para el andlisis de eficiencia, se realiz6 una curva estandar para cada gen
housekeeping. Para esto, se prepararon diluciones con diferentes concentraciones de ADN
gendmico de la cepa nativa Clostridium sp. IBUN 158B, las cuales fueron utilizadas en
reacciones de gPCR con los cebadores de los genes rpoA, tpi y groES (qGroESF1-R1),
empleando el programa de amplificacion descrito anteriormente y siguiendo el esquema
descrito en la Tabla 5.
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Tabla 5. Reaccion de amplificacion para qPCR.

Componente Ci Cf Volumen
SYBR Green | Master 2X 1x 5uL
Primer forward 10 uM 0,2 uM 0,2 yL
Primer reverse 10 uM 0,2 uM 0,2 uL
Muestra - - 1L
H,O Milli-Q - - 3,6 UL

Ci: Concentracion inicial; Cf: Concentracion final.

Los resultados obtenidos fueron graficados para evaluar la linealidad de los datos y obtener
la pendiente de la curva correspondiente. Este dato fue utilizado para calcular la eficiencia
de cada reaccion con la siguiente formula:

E = (10*™ _ 1) * 100 (3)

Donde E representa la eficiencia de la reacciébn y m representa la pendiente de la curva
estandar.

Para el andlisis de expresion diferencial, se evaluaron los patrones de expresion
correspondientes a dos condiciones para ambas cepas: ausencia y presencia de 1,3-
propanodiol en el medio de cultivo. Para esto, se prepararon cuatro cultivos de 40 mL en
medio CGM correspondientes a las cepas recombinante y control, en ausencia (0 g/L) y en
presencia (40 g/L) del solvente. Luego de un periodo de incubacién de 12 horas a 37°C, se
realizd la extraccion de ARN total empleando el protocolo mencionado anteriormente.
Posteriormente, se utilizo el kit First-Strand cDNA Synthesis (Fermentas, EUA) para obtener
el ADNc de las muestras de ARN total de cada cepa, segun las instrucciones del fabricante.
Los transcritos de los genes de interés fueron cuantificados por PCR cuantitativa (qPCR) en
el equipo LightCycler® 480 mediante la metodologia de deteccion SYBR Green | (Roche,
EUA).

El programa empleado para la amplificacion y la obtencion de las curvas de disociacion fue:
1 ciclo de preincubacion a 95°C durante 5 minutos; 40 ciclos de amplificacion con una etapa
de denaturacion a 95°C por 10 segundos, una etapa de anillamiento a 60°C durante 15
segundos, y una etapa de extension a 72°C por 10 segundos; 1 ciclo de disociacion con una
etapa de denaturacion a 95°C por 5 segundos, una etapa de enfriamiento a 65°C durante 1
minuto; y una etapa de denaturacion continua a 97°C con medicién de fluorescencia cada
5°C. El esquema empleado para las reacciones se presenta en la Tabla 5 (Volumen final =
10 pL).

Los resultados obtenidos al final de cada experimento (3 réplicas bioldgicas) fueron
analizados con el programa LightCycler® 480 v1.5.1.62, empleando el método de segunda
derivada [115] para el andlisis de los datos de cuantificacion absoluta, y el método de
comparacion de Crossing Threshold o Ct (AACt) para la cuantificacion relativa [116]; cuya
formula asociada es:
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NE = 2-((CtgroES,Rec — CtRef,Rec) — (CtgroES,Control — CtRef,Control)) (4)

Donde NE representa el cambio en los niveles de expresion; Ctgoes rec representa el Ct del
gen blanco en la cepa de sobreexpresion IBUN 158B-pMTL(groESL); Ctretrec representa la
media geométrica de los valores de Ct de los genes de referencia en la cepa IBUN 158B-
PMTL(groESL); Ctgroes,control Fepresenta el Ct del gen blanco en la cepa control IBUN 158B-
PMTL; y Ctretcontrol FEpresenta la media geométrica de los valores de Ct de los genes de
referencia en la cepa control IBUN 158B-pMTL.

3.7 Secuenciacion y Andlisis bioinformético del operén groESL

El inserto correspondiente al operon groESL fue secuenciado por el laboratorio de
Secuenciacion y Andlisis Molecular del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia. Posteriormente, se compar6 la regién 5 de la secuencia del inserto con las
regiones 5 de los operones groESL de otras bacterias gram-positivas; esto con el objetivo
de determinar la presencia de secuencias reguladoras en el inserto. Para esto, se
recuperaron las secuencias de los operones de 6 especies de Clostridium y de Bacillus
subtillis de la base de datos Genbank del NCBI, las cuales fueron sometidas a un
alineamiento multiple junto con la secuencia del inserto, para lo cual se emple6 el programa
en linea T-Coffee [117].
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4. Resultados y Discusion

4.1 Construccion y transferencia de pMTL(groESL) a Clostridium sp. IBUN
158B

A partir del ADN gendmico aislado de Clostridium sp. IBUN 158B, se realiz6 la amplificacion
del operdon groESL con los iniciadores GroFl y GroR1. El amplimero obtenido tenia una
longitud de aproximadamente 2,3 kb (Figura 5B). Luego de una digestion con las enzimas
de restriccion Mlul y Aatll, el operén fue ligado al fragmento de 5,4 kb producto de la
digestion del vector pMTLOO7C-E2. Dicho fragmento contenia los elementos necesarios
para crear un vector de expresion, como son los origenes de replicacion tanto para las
cepas de clonacién y conjugacién (ColE1l) como para la cepa nativa de Clostridium
(pCB102); un marcador de seleccion (catP) que permite precisamente la seleccion de
colonias con el plasmido de interés; un origen de transferencia junto con el gen traJ, para el
proceso de conjugacion; y un terminador que facilita la finalizacion del proceso de
transcripcién de los genes de interés (Figura 5A).

El constructo obtenido y el plasmido no modificado fueron transferidos a E. coli DH5aq, y
posteriormente a E. coli CA434, por medio de choque térmico. Es importante resaltar que
fue necesario incubar tanto la cepa de clonacion como la cepa de conjugacion a una
temperatura de 30°C luego del proceso de transformacion antes de obtener colonias. Una
posible explicaciébn para este fenbmeno es la expresion heteréloga de las proteinas
codificadas por el fragmento de interés, lo cual, debido a las diferencias en el uso de
codones entre los microorganismos de los géneros Escherichia y Clostridium [118],
constituyd una carga metabdlica muy alta para los hospederos, lo que resultdé en una
limitacion del crecimiento a la temperatura 6ptima (37°C).

Posterior a esto, los plasmidos pMTLO07C-E2 y pMTL(groESL) fueron transferidos a
Clostridium IBUN 158B mediante conjugacién. EI ADN plasmidico de las cepas
recombinantes de Clostridium fue extraido y digerido con las enzimas Miul y Aatll para
confirmar la identidad de cada vector (Figura 5B). La obtencién de las cepas recombinantes
demuestra la efectividad de la estrategia de conjugacién utilizada en este trabajo.

Existen varias estrategias para transferir vectores de interés a células bacterianas, siendo
una de las mas utilizadas para bacterias del género Clostridium es la transformacion. Para
esta metodologia, se generan esferoplastos de las células competentes en condiciones de
anaerobiosis, las cuales son sometidas a un choque eléctrico en presencia del vector a
transferir; este choque eléctrico permite la formacién de poros en las células receptoras y la
consecuente entrada del material genético [119]. Las primeras cepas recombinantes del
género Clostridium obtenidas por el método de transformacion fueron reportadas a principios
de la década de 1990 [120, 121], no obstante, los autores mencionan bajas eficiencias en el
proceso de transformacion e inestabilidad del vector empleado. Esto lo atribuyen a la
actividad de la endonucleasa Cac824l producida por el hospedero y a los humerosos sitios
de corte de dicha enzima en los plasmidos utilizados [120]. Por esta razén, en un estudio
posterior se describi6 una metodologia de metilacion in vivo en E. coli, la cual permitia
proteger los constructos disefiados por medio de la actividad de la metiltransferasa del fago
¢@3T]I, codificada por los plasmidos pAN1y pAN2 [122].
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Figura 5. Analisis del constructo pMTL(groESL). A. Estructura de pMTL(groESL); B. Andlisis electroforético
del amplicon y los vectores utilizados. M1: Marcador de peso molecular Hyperladder | (Bioline); Carril 1: Plasmido
pMTLOO7C-E2 digerido con Mlul y Aatll; Carril 2: Constructo pMTL(groESL) digerido con Mlul y Aatll; Carril 3:
Producto de amplificacién correspondiente al operén groESL.

Pese a la reportada efectividad de esta metodologia, diferentes experimentos realizados por
los integrantes del grupo de investigacion de la linea de microorganismos solventogénicos
demostraron la dificultad de su implementacién exitosa para las cepas de Clostridium
nativas, por esta razon, se eligi6 otra de las estrategias utilizadas para este género
bacteriano, la conjugacion.

La conjugacion es un método de transferencia horizontal de genes en el cual una célula
donadora entra en contacto con una célula receptora por medio de estructuras
especializadas conocidas como pili, luego de lo cual se da la transferencia unidireccional del
material genético a dicha célula receptora [119]. Esta estrategia de transferencia de material
genético ha sido empleada exitosamente para otras especies de Clostridium, como C.
beijerinckii [68], C. cellulolyticum [123], C. difficile [68, 104], C. acetobutylicum [124], C.
butyricum [112], entre otros.

En este trabajo, la transferencia por conjugaciéon del constructo elaborado y del plasmido
control fue posible por la presencia del origen de transferencia oriT en los vectores, y a la
produccion del activador transcripcional TraJ (codificada por traJ en pMTL0O07C-E2), el cual
permite la expresion del operon tra presente en el plasmido de conjugacion R702 de la cepa
donadora E. coli CA434 [104]. El mecanismo de conjugacion permite evitar la degradacion
del constructo por la accién de la endonucleasas del hospedero, lo cual se debe
probablemente a la metilacién del vector por parte de Clostridium a medida que éste es
transferido desde la célula donadora [123].
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4.2 Andlisis de la tolerancia al 1,3-propanodiol de la cepa Clostridium sp.
IBUN 158B pMTL(groESL)

Para determinar el efecto de la expresion de los genes groES y groEL sobre la tolerancia al
estrés generado por el 1,3-propanodiol, se evalud el crecimiento de la cepa control (IBUN
158B-pMTL) y la cepa de sobreexpresiéon (IBUN 158B-pMTL(groESL)) en presencia de
diferentes concentraciones del solvente (Anexo D — Tabla D1). Los resultados de estos
ensayos se presentan en la figura 6.
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Como se puede apreciar en las graficas, el 1,3-propanodiol tiene un efecto inhibitorio
proporcional a su concentracion en el medio; no obstante, el efecto sobre el crecimiento de
la cepa de sobreexpresion es menor en comparacién con la cepa control. Dicho fenémeno
se evidencia cuando se realiza el calculo de la tolerancia relativa al solvente, parametro
cuyo valor es de 29,83%. Este resultado sugiere que efectivamente la presencia del
constructo tiene un efecto positivo sobre la tolerancia del microorganismo al solvente, lo cual
probablemente se deba a la actividad de las chaperonas sobreexpresadas, las cuales
facilitan la renaturacion de enzimas y proteinas estructurales denaturadas por la accién del
1,3-propanaodiol, lo que le permite al microorganismo mantener su metabolismo y equilibrio
osmoético frente al estrés generado por el solvente [44].

Los resultados obtenidos son comparables a los reportados en otros estudios donde se
sobreexpresan proteinas de choque térmico. En 2003, Tomas y colaboradores construyeron
el plasmido pGROE1 mediante la ligacion del operén groESL al vector de expresion
pSOS95; dicho constructo fue a la cepa Clostridium acetobutylicum ATCC 824 [44]. Los
ensayos de tolerancia les permitieron establecer que el microorganismo modificado era
inhibido por butanol hasta en un 85% menos en comparacién con la cepa control. Ademas
de esto, los autores reportan un aumento de hasta el 40% en la concentracion de solventes
finales con la cepa 824(pGROE1L) en una fermentacién por lote con pH controlado [44]. Un
estudio posterior con la misma especie de Clostridium revelé que la sobreexpresion de las
proteinas de choque térmico HtpG, GrpE, GroES y GroEL aumentaba la tolerancia de la
bacteria frente a butanol (2% v/v), obteniéndose aumentos entre 25-56% en el numero de
colonias obtenidas en comparacion con la cepa control [45]. Por otra parte, Desmond y
colaboradores encontraron que la sobreexpresion de los genes groES y groEL en cepas de
Lactococcus lactis y Lactoccocus paracasei les permitia a dichos microorganismos crecer en
presencia de concentraciones de hasta 0,5% v/v de butanol, lo que demuestra el potencial
de esta aproximacion en el desarrollo de cepas de Lactococcus en procesos industriales,
siendo la opcién més llamativa la produccién de bioetanol [96].

La expresion de proteinas de choque térmico no ha sido la Unica estrategia utilizada para
obtener cepas mas tolerantes a solventes. Un ejemplo de esto fue el estudio de Borden y
Papoutsakis en 2007, quienes reportaron que la expresiéon homéloga de los genes CAC0003
(proteina desconocida) y CAC1869 (regulador transcripcional), obtenidos a partir del
tamizaje de una libreria de Clostridium acetobutylicum, aumentaban la tolerancia de la cepa
en un 13% y un 81% frente a estrés por butanol, respectivamente [113]. Otra aproximacion
exitosa fue la sobreexpresion de los genes del regulén bet — involucrados en la sintesis de
glicina-betaina — en Escherichia coli frente al estrés generado por etanol [125]. Los autores
de este estudio argumentan que, gracias al efecto osmoprotector de la glicina-betaina, el
microorganismo es mas tolerante al aumento en la fluidez de la membrana producido por el
etanol, lo cual le permite crecer en concentraciones de 7% vol/vol del solvente [125].

Por otro lado, la sobreexpresioén de chaperonas ha sido utilizada para mejorar la tolerancia a
otros compuestos toxicos para el crecimiento microbiano. Un ejemplo de esto es el estudio
realizado por Lee y colaboradores en 2015, en el cual demostraron que la sobreexpresion
de las proteinas del operén groESL aumentaba la tolerancia de Clostridium beijerinckii
NCIMB 8052 al acido ferulico (un compuesto fendlico encontrado en hidrolizados de
biomasa lignocelulésica) y permitia la obtencién de mayores concentraciones de acetona al
final del proceso fermentativo [126]. Por otra parte, Abdullah-Al y Sonomoto demostraron
gue la sobreexpresion autéloga y heterdloga del gen dnaK (HSP70) en Lactoccocus lactis
NZ9000 aumenta la tolerancia del microorganismo al estrés celular generado por el
antibiotico peptidico nisina; encontrandose que las cepas recombinantes alcanzaban
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densidades 6pticas mas altas (4,44-7,81x) en comparacion con la cepa control en presencia
de 10 ng/mL del compuesto [127].

4.3 PCR cuantitativa: Validacion de los genes de referencia y analisis de la
eficiencia

Previamente al andlisis de cuantificacion relativa de la expresion del operén groESL por
gPCR, se realizaron dos experimentos para garantizar la validez de los resultados: (i) se
determind la utilidad de los genes housekeeping rpoA y tpi como genes de referencia; y (ii)
se evalud la eficiencia de la reaccion de qPCR tanto para los genes de referencia como para
el gen groES.

Para evaluar la utilidad de los genes rpoA y tpi como genes de referencia, se evaluaron los
niveles de expresién de ambos genes tanto en la cepa de sobreexpresion como en la cepa
control, por medio de RT-gPCR. Los resultados obtenidos fueron analizados con la
herramienta BestKeeper, la cual presenta 2 parametros importantes: (i) la desviacién
estandar de los valores de Ct de cada gen, la cual indica la estabilidad de la expresion de
los transcritos, Yy (i) los coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre el promedio de los
valores Ct de los genes de referencia; lo que permite evaluar la correlacién entre los niveles
de expresion de los transcritos y su consecuente susceptibilidad de ser utilizados
conjuntamente para la normalizacién de los datos [114].

Como se puede observar en la tabla 6, los valores de desviacion estandar son menores a 1,
lo cual indica que tanto rpoA como tpi se expresan de manera estable en las dos cepas
estudiadas. Ademas de esto, se encontrd una buena correlacion entre ambos genes, lo que
sugiere que los genes de referencia evaluados presentan niveles de expresion similares. La
estabilidad de la expresion de los genes de referencia es un requisito fundamental en los
analisis de expresién diferencial, ya que dicho fenémeno permitird la normalizacion de los
resultados de cuantificacion de los transcritos. Es importante resaltar que, pese a que en la
literatura se encuentran genes ampliamente utilizados para dicho propdsito, se recomienda
en cada estudio particular evaluar el efecto del tratamiento utilizado sobre la expresion de
los genes seleccionados para corroborar su utilidad como genes de referencia [116].

Tabla 6. Estadisticas descriptivas de los genes de referencia.

rpoA tpi
Media aritmética 20,05 20,92
Desviacion estandar 0,2 0,18
Coeficiente de correlacién 0,843
Valor p 0,035
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En lo referente a la eficiencia de las reacciones, el analisis de las curvas estandar de los 3
genes analizados (Figura 7) reveld que tanto los genes de referencia como el gen blanco
(groES) exhiben pendientes similares, las cuales representan valores de eficiencia
igualmente similares (Tabla 7). Dado que la diferencia entre la eficiencia de cada gen de
referencia y la eficiencia del gen blanco no es superior al 5%, en los andlisis de expresion
diferencial - descritos en la seccién 4.4 de este documento - se empledé el método de
comparacion de CT o AACT [116].

Tabla 7. Eficiencia de las reacciones de amplificacion (qPCR).

Gen Pendiente Eficiencia (%)
groES -3,404 96,69
rpoA -3,504 93,14
tpi -3,309 98,48

Es importante resaltar que en todos los experimentos realizados se confirmé la presencia de
un solo pico en las curvas de disociacion (Anexo E), lo cual indica que en cada reaccién se
obtuvo un solo amplimero. Este experimento de confirmacion es de gran importancia en los
analisis por gPCR donde se emplea la metodologia de cuantificacion por SYBR Green, ya
gue este agente intercalante se une a todas las moléculas de doble cadena en la reaccion,
lo cual puede generar datos erroneos si en la reaccién se amplifican productos diferentes a
los esperados [128].

4.4 Analisis de la expresion diferencial del operdn groESL

Para confirmar la sobreexpresion de los genes del operdn groESL en la cepa modificada de
Clostridium sp. IBUN 158B, se realiz6 un analisis a nivel transcripcional de la expresion del
gen groES mediante RT-gPCR. Los resultados de estos experimentos mostraron que en
ausencia de 1,3-propanodiol, la expresion de los genes del operén groESL en la cepa de
sobreexpresion es 1,7 veces mayor con respecto a la cepa control; mientras que en
presencia de 1,3-propanodiol (40 g/L), el aumento en la expresion de los genes es 43 veces
mayor con respecto a la cepa control (Figura 8). Estos resultados muestran que
efectivamente hay una sobreexpresion de los genes presentes en el plasmido; y ademas,
gue el 1,3-propanodiol tiene un efecto sobre la expresién del operén groESL.

Los resultados obtenidos contrastan con lo reportado en otros estudios donde se han
utilizado estrategias de sobreexpresion similares. Zingaro y colaboradores encontraron un
aumento de 65x en el nivel de expresion de groESL en la cepa E. coli 10-B(pAC-groESL)
con respecto a la cepa control luego de incubar el microorganismo durante 10 horas a 37 °C
en medio LB suplementado con 6% v/v de etanol [46]. Por otra parte, en el estudio de Lee y
colaboradores, se reporta una sobreexpresion de los genes groES y groEL 5 veces mayor
en la cepa modificada de C. beijerinckii luego de una fermentacién en presencia de &cido
ferdlico (0,5 g/L) [126]. Igualmente, Tomas y colaboradores reportaron un aumento de hasta
15 veces en los niveles de expresion de los genes del operén groESL en la cepa de
sobreexpresion C. acetobutylicum 824(pGROEL) [44].
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Figura 8. Expresion diferencial de los genes groESL de la cepa IBUN pMTL(groESL) vs la cepa IBUN pMTL en
ausencia y en presencia de 1,3-propanodiol. Las barras de error representan la desviacion estandar de las 3
réplicas bioldgicas.

Las diferencias encontradas en los niveles de expresion de los genes del operon groESL en
ausencia y en presencia del solvente indican que el promotor constitutivo de la ferrodoxina
(PFdx) del constructo (Figura 5) no regula la transcripcién de dichos genes. Tomando como
referencia las secuencias caracterizadas por Narberhaus y Bahl [94], se realiz6 un
alineamiento multiple con las regiones 5’ de operones groESL de otras bacterias, el cual
permitié encontrar dos elementos reguladores corriente arriba de los genes groES y groEL
de la cepa IBUN 158B, especificamente el promotor (Tabla 8) y el operador (Tabla 9).

Tabla 8. Comparacion de la regiéon promotora de los operones groESL

c Secuencia Cédigo

epa Region -35 Espaciador Regi6on -10  Genbank
IBUN158B TTGAAT TATATGGATATAAACGC  TATTAT Este Trabajo
C. beijerinckii ATCC 35702 TTGAAT TATATGGATATAAAGGA  TATTAT CP006777.1
C. acetobutylicum DSM 1731 TTGCTA ATATATTCAGGATTATT TATTAT M74572.1
C. ljungdahlii DSM 13528 TTGAAA ATATAAATACTATTCAT TATTAT CP001666.1
C. pasteurianum DSM 525 TTGCTT ATATAAATGCTATTAAT TATTAT CP009268.1
C. cellulovorans 743B TTGATA ATAATTAGAATATTAAG TATTAT CP002160.1
B. subtilis MB11 TTGAAA TTGGAAGGGAGATTCTT TATTAT M84965.1
Consenso TTGata TATTAT

Como se puede observar en la tabla 8, la secuencia del promotor del operon groESL de
Clostridium sp. IBUN 158B es similar a secuencias reportadas para otras especies de
Clostridium, e incluso a la secuencia del promotor de groESL de Bacillus subtilis.
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Tabla 9. Comparacion de la secuencia CIRCE de los operones groESL

Secuencia
Cepa Referencia
Regién 5’ Espaciador Regién 3’

IBUN158B TTAGCACTC GATGATGAT GAGTGCTAA Este Trabajo
C. beijerinckii ATCC 35702 TTAGCACTC GACAATGAT GAGTGCTAA CP006777.1
C. acetobutylicum DSM 1731  TTAGCACTC AAGATTAAC GAGTGCTAA M74572.1
C. ljungdahlii DSM 13528 TTAGCACTC ATAATTAAT GAGTGCTAA CP001666.1
C. pasteurianum DSM 525 TTAGCACTC AAGTGTAAT GAGTGCTAA CP009268.1
C. cellulovorans 743B TTAGCACTC TATCAAGAT GAGTGCTAA CP002160.1
B. subtilis MB11 TTAGCACTC TTTAGTGCT GAGTGCTAA M84965.1
Consenso TTAGCACTC GAGTGCTAA

Por otra parte, la secuencia del operador identificada en el inserto es idéntica a las
secuencias encontradas en los otros microorganismos evaluados (Tabla 9). Este elemento
regulador en particular se conoce como elemento CIRCE (por sus siglas en inglés
Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression), el cual es un operador asociado a
genes codificadores de chaperonas en bacterias gram-positivas [89, 129].

Estos resultados permiten sugerir que la expresion de los genes evaluados en la cepa de
sobreexpresion es regulada por el promotor nativo. Lo encontrado en el presente trabajo es
comparable a lo descrito en el estudio de Zingaro y colaboradores mencionado
anteriormente, donde se reportan niveles de expresion altos del operdn groESL cuando este
es sobreexpresado empleando el promotor nativo [46].

4.5 Perspectivas: Aplicacion de la cepa Clostridium sp. IBUN 158B-
pPMTL(groESL)

La cepa de sobreexpresion obtenida en este trabajo es mas tolerante frente al estrés
generado por el 1,3-propanodiol que la cepa control, lo cual la hace una candidata de interés
para la produccion del solvente. Sin embargo, es importante resaltar que se deben evaluar
parametros de producciéon como rendimiento, productividad y concentracion final a nivel de
fermentador para determinar la viabilidad de su uso a nivel industrial.

Otro factor que debe ser evaluado es la estabilidad del constructo en el microorganismo, y la
consecuente necesidad de utilizar antibiético para mantener la presion de seleccion, dado
gue esto puede aumentar los costos del proceso y disminuir su rentabilidad. Por esta razon,
es necesario evaluar en estudios futuros el nimero de generaciones en las que el plasmido
permanece en las células sin que estas estén sometidas al antibittico.

Finalmente, se recomienda evaluar la produccion de otros solventes (ej: butanol, acetona)
con la cepa IBUN 158B-pMTL(groESL), ya que, como se ha establecido en otros estudios, la
sobreexpresion de las chaperonas puede conllevar a un aumento en las concentraciones
finales de dichos metabolitos.
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. Conclusiones

El plasmido de sobreexpresion pMTL(groESL) fue construido a partir de la ligacion
del operdon groESL amplificado y el vector pMTLO07C-E2 digerido. Dicho constructo
fue transferido a Clostridium sp. IBUN 158B.

La sobreexpresion de los genes groES y groEL aumenta la tolerancia de Clostridium
sp. IBUN 158B frente al 1,3-propanodiol un 29,83%.

La presencia de 1,3-propanodiol en el medio de cultivo induce la expresion de los
genes groES y groEL en la cepa Clostridium sp. IBUN 158B-pMTL(groESL).

La expresion de los genes del operon groESL en la cepa de sobreexpresion IBUN
158B-pMTL(groESL) es 43 veces mayor con respecto a la cepa control IBUN 158B-
pPMTL en presencia de 1,3-propanodiol (40 g/L).



. Recomendaciones

Se recomienda realizar un andlisis del perfil metabdlico de la cepa recombinante
obtenida con el fin de determinar el impacto de la sobreexpresion de los genes
groES y groEL sobre la produccién de 1,3-PD y otros metabolitos de interés.

Asimismo, se considera pertinente analizar en estudios posteriores la estabilidad del
constructo pMTL(groESL) en Clostridium sp. IBUN 158B sometiendo al
microorganismo a crecimiento sin presién de seleccién y evaluando la presencia del
vector luego de varias generaciones.

Se recomienda evaluar el efecto de la sobreexpresién de groESL sobre la expresion
de otros genes codificadores de proteinas de choque térmico en ausencia y en
presencia del solvente.

Se recomienda analizar la tolerancia de la cepa de sobreexpresion frente al 1,3-
propanodiol luego de someter al microorganismo a procesos de adaptacion al
solvente.
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Anexo A: Medios de Cultivo y Soluciones Buffer

Tabla A1l. Medio RCM

Componente Concentracién
(g/L)

Extracto de Carne 10
Peptona 10
Extracto de Levadura 3
D(+)-Glucosa 5
Almidén soluble 1
NacCl 1
Acetato de sodio 1

L-cisteina 0,5

Tabla A2. Medio TGY

Componente Concentracién
(g/L)
D(+)-Glucosa 50
Triptona 5
Extracto de Levadura 5
K,HPO, 1

Tabla A3. Medio CGM

Componente Concentracion
(Q/L)
D(+)-Glucosa 50
Extracto de Levadura 5
CH3COONa 2.46
Asparagina 2
(NH,),SO, 2
NacCl 1
K;HPO, 0.75
KH,PO, 0.75
MgSO, - 7H,0 0.71
MnSQO, - H,O 0.01
FeSO, - 7H,0O 0.01
Resazurina 0.001
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Tabla A4. Medio Luria-Bertani

Componente Concentracion
(9/L)
Triptona 5
Extracto de Levadura 10
NaCl 5

Tabla A5. Medio SOC

Componente Concentracion
(9/L)
Triptona 20
Extracto de Levadura 5
NaCl 0.5

Previamente a llevar a volumen con agua destilada, agregue 10 mL/L de una solucion de
KCI 250 mM. Ajuste el pH a 7.0 con NaOH 5 N. Ajustar a volumen final. Esterilizar a 15 psi
por 20 minutos. Una vez el medio haya sido esterilizado y alcance una temperatura de 60°C
0 menos, agregue 20 mL/L de una solucién de glucosa 1 M previamente esterilizada por
filtracion. Justamente antes de emplear el medio, adicione 5 mL/L de una solucion ésteril de
MgCl; 2 M.

Tabla A6. Buffer PBS

Componente Concentracion
(Q/L)
NacCl 8
Na;HPO, - 2H,0 1.4
KCI 0.2
KH,PO, 0.2

Una vez se completa el volumen con agua destilada y se mezclan los componentes,
agregue un 10% mas de agua destilada y caliente la solucion hasta eliminar dicho exceso.
Esto con el objetivo de eliminar el oxigeno disuelto en el buffer.
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Anexo B: Protocolos de Extraccién de Acidos
Nucleicos

Protocolo de Extraccion de ADN total para Clostridium spp.

A partir de un cultivo ON del m.o., inocular un volumen entre 7-10% en viales con medio
TGY (10 — 40mL). Incubar a 37 °C hasta alcanzar una DOgy,m de 0,3-0,5.

Distribuir el volumen del cultivo en tubos de 2 mL estériles y centrifugar a 10000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C. Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet obtenido en un 1 volumen de SSE (0,85 % p/v NaCl; 10 mM
EDTA). Centrifugar a 10000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Descartar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 500 pL de TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA).

Agregar 50 pL de lisozima (50 mg/mL) e incubar a 37 °C en bafio termostatado durante
30 minutos.

Adicionar 17 pL de SDS al 10% y 3 pL de proteinasa K (20 mg/mL). Incubar a 37 °C
durante 1 hora.

Afadir 5 pL de RNAsa (10 mg/mL). Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

Adicionar 100 pL de NaCl 5M e incubar a 65 °C durante 10 minutos.

Agregar 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1). Centrifugar a 14000
rpm durante 5 minutos a 4 °C.

Recuperar la mayor cantidad de sobrenadante posible y transferirla a otro tubo de 2 mL.
Afnadir un volumen de cloroformo:isoamil alcohol (24:1). Centrifugar a 14000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C.

Repetir pasos 10y 11.

Una vez transferido el sobrenadante a un tubo estéril, agregar 0.8 volimenes de
isopropanol e incubar a -20 °C por 16 horas/-70 °C durante 2 horas.

Centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y adicionar 200 pL de etanol al 70%. Centrifugar a 10000 rpm
durante 5 minutos.

Descartar el sobrenadante y dejar secar los tubos boca abajo sobre una toalla de papel
a temperatura ambiente.

Resuspender el ADN en 30-50 pL de agua HPLC o buffer TE y almacenar a -20 °C.
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11.

Protocolo de Extraccion de ADN plasmidico

A partir de un vial conservado a -80 °C, aislar el microorganismo en medio sélido (LB
para E. coli; TGY para Clostridium). Incubar durante 24-48 a 30-37 °C.

Transferir una colonia del microorganismo a 5 mL de medio liquido (LB para E. coli;
TGY para Clostridium). Incubar a 37 °C, 200 rpm durante 16 horas en un shaker
orbital.

Centrifugar a 12000 rpm por 3 minutos. Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1 mL de buffer STE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; NacCl
100 mM; pH 8.0). Centrifugar a 12000 rpm por 3 minutos y descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet en 200 pL de solucién de lisis | (buffer STE).

Adicionar 400 pL de solucién de lisis Il (NaOH 0.2 N; SDS 1% p/v). Mezclar por
inversion.

Agregar 300 pL de solucién de lisis IlI*. Mezclar por inversion e incubar en hielo
durante 10 minutos.

Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo
estéril.

Adicionar 0.8V de isopropanol. Mezclar por inversién e incubar a -20 °C durante 1
hora.

Centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos. Descartar el sobrenadante y eliminar
completamente.

Resuspender el ADN en 40-50 pyL de agua Milli-Q. Incubar a -20 °C. Evaluar la
calidad y cantidad del ADN obtenido por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

*Solucion de lisis Ill: Por cada 100 mL de solucién, mezclar 60 mL de acetato de potasio 5
M; 11,5 mL de acido acético glacial y 28,5 mL de agua destilada.

Nota: Para la extraccion de plasmidos de Clostridium spp., se debe agregar lisozima (Cf: 0.1
mg/mL) e incubar durante 1 hora a 37 °C antes de adicionar la solucion de lisis II.
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Protocolo de Extraccion de ARN total para Clostridium sp.

Transvasar 25 mL de un cultivo en fase exponencial del microorganismo en un tubo
de 50 mL.

Centrifugar a 12000 rpm por 30 minutos. Descartar el sobrenadante.

Re-suspender el pellet del cultivo en 1 mL de buffer de extraccién para ARN (Tris-
HCI 0,18 M, LiCI 0,09 M, EDTA 4.5 mM, SDS 1% p/v; pH 8.2)

Servir la suspensién en un tubo Eppendorf de 2 mL, previamente tratado con agua
dietilpirocarbonato (DEPC).

Sonicar por 30 segundos a 60 hz dejando descansar 1 min y repetir 3 veces.

Incubar en bafo termostatado a 50°C durante 20 minutos.

Adicionar 600 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), mezclar por
inmersion durante 3 minutos, y centrifugar a 12000 rpm por 20 minutos, tomar la fase
acuosa y servirla en un tubo Eppendorf de 2 mL previamente tratado con agua DEPC
(Repetir 4 veces).

Adicionar 600 pL de cloroformo, mezclar por inmersion durante 2 minutos, y
centrifugar a 12000 rpm por 20 minutos, tomar el sobrenadante y servirlo en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL. previamente tratado con agua DEPC.

Adicionar 600 uL de isopropanol, mezclar bien por inmersion y dejar precipitar a -
20°C durante 1 dia.

Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos, descartar el sobrenadante teniendo cuidado
de no perder el botén. Agregar 600 pL de etanol al 70% y centrifugar a 12000 RPM
durante 10 minutos (Repetir 3 veces).

Dejar secar el Pellet y re-suspender con 10-30 uL de agua tratada con DEPC.

Tratamiento con DNAsa

1.

Tomar 1.5 uL de RNA y adicionarle 1 pyL de Buffer de reaccién 10X y 1 uL de DNAsa
100U/uL completar el volumen a 10 pL con agua tratada con DEPC e incubar a 65°C
durante 15 minutos.

Adicionar 1 yL de EDTA 20 mM e incubar a 65°C. durante 10 minutos para inactivar
la enzima.
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Anexo C: Protocolo de Preparacion de Células
Quimiocompetentes

Reactivar el microorganismo a partir de un vial crioconservado mediante siembra en
agar LB. Incubar durante 16-24 horas a 37°C.

Inocular una colonia del microorganismo en 25 mL de medio LB. Incubar a 37°C, 200
rom hasta que el cultivo alcance una densidad o6ptica a 600 nm de 0,5-0,6
(Aproximadamente 4 horas).

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender cuidadosamente el pellet en 5 mL de una
solucion fria de CaCl, 100 mM.

Incubar en hielo durante 3 horas a 4°C.

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender cuidadosamente el pellet en 1,5 mL de una
solucion fria de CaCl, 100 mM vy glicerol al 15%.

Distribuir la suspension en alicuotas de 100 uL en tubos de 1,5 mL y almacenar a -80
°C.

Nota: Es recomendable utilizar las células competentes lo mas pronto posible y evitar varios
ciclos de congelacién-descongelacion, esto con el objetivo de preservar la competencia de
las células.
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Anexo D: Datos de Densidad Optica - Ensayos de
Inhibicion

Tabla D1. Datos integrados de los ensayos de inhibicién.

Concentracion
de PDO (g/L) (DOGOOnm)ControI %TControl (DOGOOnm)groESL %TgroESL

0 2,602 100 2,62 100
20 1,996 76,63 2,436 93,19
40 1,234 46,86 2,001 76,63
60 0,448 16,63 0,693 25,81
80 0,025 0,34 0,088 2,84

(DOsoonm)control: Densidad Optica a 600 nm de la cepa control; (DOgoonm)groesL: Densidad Optica a 600 nm de la
cepa de sobreexpresion; %Tconwo: Porcentaje de Tolerancia de la cepa control; %Tgoese: Porcentaje de
Tolerancia de la cepa de sobreexpresion.
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Anexo E: Curvas de Disociacion de los productos

de gPCR

8.968

8.068"

7.168

6.2658-

5.368

4,468

3.568

26681

{d!dT) Fluorescencia (465-510)

1.768

0.868

0032

T T T T T T T

BB 68 70 72 74 76 78 80 82 a4 86
Temperatura (°C)

Figura E1. Curva de Disociacién - groES

83

30

2

34

36

8.968

8.088

7.1681

B.268

5.368

446851

3,568

2668

1.768

0.865

0032]

T T T T T T T

66 68 70 72 74 Fi] 73 80 82 84 86
Temperatura (°C)

Figura E2. Curva de Disociacién - rpoA

ga

30

2

34

96




{d/dT) Fluorescencia (465-510)

8.968
8.065
7.168
B.2658
5.368
4.4651
3.568
2,668
1.768
0.868-

0032

T T T T T T r T T T

66 68 70 72 74 76 78 80 82 B4 86 88 90 32 34 96
Temperatura (°C)

Figura E3. Curva de Disociacion - tpi

45



